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DESCRIÇÃO
FORMULAÇÕES MICELARES PROTEICAS E RESPECTIVO MÉTODO DE
PRODUÇÃO
Campo da invenção
A presente invenção descreve em formulações micelares
proteicas para libertação controlada de agentes, com base
em polímero naturais, mais concretamente proteínas e
péptidos. Mais especificamente, a produção das micelas com
material polimérico é efetuada com processos que envolvem
elevada quantidade de energia, nomeadamente ultra-sons e
homogeneizador de alta pressão, de forma a obter
formulações com micelas que possuem um diâmetro entre 30 a
5000 nm com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade dos
princípios ativos para diferentes aplicações farmacêuticas
tópica e/ou intravenosa, cosméticas e detergência.
Antecedentes da invenção
Os sistemas vesiculares, como lipossomas, micelas
poliméricas, conjugados de polímeros, micro e
nanopartí cuias , possuem diversas e importantes aplicações,
incluindo a microencapsulação de corantes, aromas, perfumes
e cosméticos, cremes, libertação de fármacos, agentes de
contraste para ressonância magnética e ecocardiograf ia,
estudo da estrutura da membrana, função e reactividade . Na
verdade, os sistemas vesiculares continuam em
desenvolvimento e têm atraído grande interesse no
desenvolvimento de novas formulações, devido à capacidade
que possuem de libertar diferentes tipos de drogas,
hidrofílicas e lipofílicas, em áreas específicas do corpo.
Em comparação com as formas farmacêuticas convencionais,
estes sistemas proporcionam inúmeras vantagens, incluindo o
aumento do índice terapêutico. Além disso, esses veículos
transportadores superam alguns problemas de estabilidade e
solubilidade de fármacos em fluidos biológicos.
Uma grande parte das nanoparticulas é obtida a partir de
polímeros sintéticos como o ácido poliláctico,
poliortoesteres , etc. , e naturais como por exemplo lipidos,
oligopeptidos , polissacarideos , quitosano, dextrinas,
proteínas, entre outros.
As nanoparticulas são assim, consideradas sistemas
altamente promissores no domínio da vectorização de agentes
bioactivos, pois as suas propriedades físico-químicas podem
ser moduladas através de uma correcta selecção de diversos
parâmetros operacionais apresentando assim uma elevada
capacidade de transportarem uma grande diversidade de
substâncias .
As nanoparticulas proteicas têm sido mencionadas na
literatura, como sistemas transportadores de fármacos ou
como agentes de diagnóstico. No entanto, alguns dos
obstáculos encontrados à nanoencapsulação devem-se à
utilização de solventes orgânicos e de temperaturas
elevadas susceptíveis de causar danificação no material a
encapsular, como por exemplo nos fármacos (nos documentos
US N ° 3,886,084; 3,937,668; 4,357,259) (Vassiliades 1975;
Zolle 1976; Oppenheim 1978) . As nanoparticulas de albumina
podem ser preparadas por desnaturação a partir do aumento
de temperatura ou através do uso de agentes "crosslinking" .
Neste processo uma solução aquosa de proteína é adicionada
a um líquido imiscível ou a uma fase oleosa. As gotas da
solução proteica são dispersas através de uma elevada
agitação, sendo posteriormente estabilizadas com um aumento
de temperatura (100° C e os 150° C ) para formar
nanoparticulas (Leucuta et al . 1988). Este método possui
uma limitação do material a encapsular, pois não permite o
encapsulamento de agentes sensíveis ao calor. O método de
"crosslinking" químico baseia-se na adição de glutaraldeido
à emulsão para que ocorra a ligação química entre o
glutaraldeido e a proteína efectuando-se logo de seguida as
lavagens para depois proceder-se ao seu armazenamento (Lee
et al . 1981) . A grande desvantagem desta técnica é o uso de
agentes "crosslinking" que apresentam de uma forma geral
uma elevada toxicidade. Mais tarde, surgiram novas técnicas
de preparação de nanoparticulas de proteína sem recorrer ao
uso de temperaturas elevadas ou até mesmo de agentes
"crosslinking", como está referido no documento US N °
4,357,259 (Senyei 1982). Este método refere-se apenas ao
encapsulamento de compostos solúveis em água não usando
adjuvantes, apresentando tempos de preparação superiores a
1 hora e o envolvimento de múltiplas técnicas (agitação
seguida de sonicação) para a obtenção de partículas com
tamanhos superiores a 1000 nm.
Diversos documentos e artigos sobre o aperfeiçoamento de
produção de nanoparticulas foram surgindo ao longo destes
anos (US N °: 5,069,936; WO 91/06286; US N °: 6,592,844; US
2004/0043077; US2 007/0122 465 ; US2 008/02332 01) (Yen 1991;
Mathiowitz 1993; Coombes 2002; Brown 2004; Royere 2008) . Um
elevado número de processos tem sido utilizado na produção
de nanoparticulas para uma grande diversidade de
aplicações, nomeadamente, sistemas de ultra-sons, e o
homogeneizador de alta pressão, uma vez que estes aumentam
o potencial efeito de agitação/mistura acelerando uma
grande variedade de processos químicos e físicos.
A produção de nanoparticulas de proteínas através de
sistemas de ultrasons tem sido explorada. Albunex é um
produto aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) ,
que consiste em micropartí cuias de albumina produzidas por
ultra-sons sendo estas aplicadas por via intravenosa, como
agente de contraste para ultra-sonograf ia e como um eco-
agente de contraste para ecocardiograma (Grinstaff and
Suslick 1991) . No entanto, a escolha da proteína, assim
como, os materiais a encapsular nestas nanopartí cuias ,
permitem uma infinidade de aplicações biomédicas. Algumas
das aplicações das nanoparticulas biocompatíveis incluem
agentes de contraste para ressonância magnética e
ecocardiograf ia e novos sistemas de libertação controlada
(Suslick and Grinstaff 1990) . Todas estas aplicações e
procedimentos estão descritos nos documentos US N °:
5,362,478; 5,439,686; 5,505,932; 5,508,021; 5,512,268;
5,635,207; 5,639,473; 5,650,156; 5,665,382; 5,665,383;
7,217,410 B2 7 (Desai 1994; Desai 1995; Grinstaff 1996;
Grinstaff 1996; Grinstaff 1996; Grinstaff 1997; Grinstaff
1997; Grinstaff 1997; Grinstaff 1997; Grinstaff 1997; Desai
2003; Suslick 2007) . Os documentos US N °: 5 , 916, 596 e
2003/0133955 (Desai 1999; Desai 2003) mencionam o uso de
ultra-sons e homogeneizador de alta pressão, obtendo
nanoparticulas de proteínas com diferentes tamanhos, de
acordo com a técnica utilizada. Todas estas patentes acima
mencionadas, referem a formação de nano/micropartículas a
partir de ligações dissulf idicas entre os resíduos Cisteína
presentes nas proteínas, e/ou o uso de agentes
"crosslinking" capazes de promover essas ligações
dissulf idicas ; atribuindo ainda a estabilidade ao longo do
tempo destas partículas, a essas ligações que se
estabelecem a quando a sua formação.
Sumário da Invenção
A presente invenção descreve formulações micelares
proteicas para libertação controlada de agentes e
respectivo método de produção. A invenção consiste numa
nova composição de micelas para aplicações farmacêuticas,
cosméticas e detergentes. Nomeadamente, formulações para a
formação de micelas que compreendem:
• uma fase aquosa contendo uma proteína ou um
péptido natural ou sintético;
• uma fase lipofílica que compreende um composto
hidrof óbico ;
• um agente adjuvante dissolvido na fase aquosa que
regula o tamanho e estabilidade das micelas;
em que os tamanhos das referidas micelas varia entre 30 a
5000 nm, de preferência de 30-100 nm, as referidas micelas
podem ser obtidas a partir de duas metodologias diferentes,
nomeadamente ultra-sons e homogeneizador de alta pressão.
O método de preparação envolve duas fases distintas: fase
aquosa e fase lipofilica. A fase aquosa pode ser água ou
qualquer tampão que mais se adeqúe para uma determinada
aplicação, como por exemplo uma solução aquosa de albumina
sérica bovina (BSA) ; albumina sérica humana (HSA) ; fibroína
da seda ou de um polipéptido.
A presente invenção descreve formulações para a formação de
micelas que compreende:
• uma fase aquosa contendo uma proteína ou um péptido
natural ou sintético;
• uma fase lipofílica que compreende um composto
hidrof óbico ;
• um agente adjuvante dissolvido na fase aquosa que
regula o tamanho e estabilidade das micelas;
em que os tamanhos das referidas micelas varia entre 30-
5000 nm, de preferência de 30-100 nm.
Uma outra realização é uma formulação que contem a seguinte
composição
• 50-99,5 % v/v da fase aquosa a qual contem 0,1-8
g/l de um agente adjuvante dissolvido, de
preferência de 2-6 g/L, ainda mais de preferência
4-5 g/L;
• 0,1-50% v/v uma fase lipofilica, de preferência
entre 0,1-5 % , ainda mais de preferência de 0,5-
2,5 .
Numa outra realização ainda mais preferencial, a fase
aquosa das formulações descritas compreende pelo menos uma
das seguintes soluções:
• albumina sérica bovina (BSA) ;
• albumina sérica humana (HSA) ;
• fibroina da seda
• um polipéptido N-C terminal seis aminoácidos GAGAGS;
GAGAGA; GAGSGS; GSGSGS; GAGAGL; GAGLGL; GLGLGL;
GDGDGD; GAGAGD ; GAGDGD;
• ou péptidos com diferentes aminoácidos DAAGAAAA;
DDAAGAAAA; DDDAAGAAAA; DDDDAAGAAAA;
DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA ; DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA ;
• péptidos com vinte e dois aminoácidos
ILLRKLHVPFFPIGFRGRPAAS; ILLRKLHVPI IPIGIRGRPAAS ;
ILLRKLHVP PIGWRGRPAAS ; ILLRKLHVPYYPIGYRGRPAAS ;
ILLRKLHVAHGAIGIRGRPAAS ; ILLRKLHVCHGCIGIRGRPAAS ;
• péptidos com catorze aminoácidos; KRCCPDTCGIKCLD;
KRSSPDTSGIKSLD; KRYYPDTYGIKYLD; KRHHPDTHGIKHLD;
KRFFPDTFGIKFLD; KRLLPDTLGIKLLD .
Nas diversas realizações da presente invenção, verificou-se
que os péptidos com maior número de aminoácidos - isto é , a
partir de 6 aminoácidos, de preferência a partir de 10
aminoácidos; sendo estes hidrofóbicos, permitem a formação
de micelas com tamanho mais reduzido.
No que se refere ao aperfeiçoamento das micelas proteicas,
a variação da fracção do composto hidrofóbico entre 0,1-50%
v/v, que compõe a fase lipofilica, interfere no diâmetro
das micelas, assim como, na estabilidade destas ao longo do
tempo (i.e., menores % maior estabilidade). Com diferentes
concentrações de proteína, bem como diferentes percentagens
de agente adjuvante, as propriedades físico-químicas das
micelas são também influenciadas . O aumento de concentração
de proteína e a diminuição da fracção lipídica leva a uma
redução do tamanho das micelas e a amostras mais homogéneas
e mais estáveis nomeadamente, concentrações superiores a 1
g/L de albumina e fracções lipídicas inferiores a 20%.
Numa outra realização ainda mais preferencial, as
formulações descritas na presente invenção podem
opcionalmente conter um composto ativo hidrofílico
nomeadamente o diclonof enac, ou o piroxicam, entre outros.
Numa outra realização ainda mais preferencial, as
formulações descritas na presente invenção podem ainda
conter um agente alvo - "agente targeting" -_ de
reconhecimento de determinadas células na fase aquosa ou
fase lipofilica, nomeadamente o ácido fólico.
Numa outra realização ainda mais preferencial, a fase
lipofilica das formulações descritas na presente invenção
compreende pelo menos uma das seguintes soluções o n-
dodecano; óleo vegetal, óleo alimentar, entre outras. Numa
outra realização ainda mais preferencial, a fase lipofilica
poderá ainda conter:
• pelo menos um composto ativo hidrofóbico, seleccionado
do seguinte grupo taxol, celecoxib, piroxicam, CORMs
ou;
• pelo menos um composto seleccionado do seguinte grupo
fragâncias, perfumes, ou óleos essenciais.
Numa outra realização ainda mais preferencial, das
formulações descritas na presente invenção o agente
adjuvante poderá ser um surfactante ou um polímero. Ainda
mais de preferência o agente adjuvante pode ser
seleccionado do seguinte grupo polisorbato 80; poloxamer
407; dodecil sulfato de sódio; álcool polivinílico ou ácido
plurónico, entre outros.
Numa outra realização ainda mais preferencial, das
formulações descritas na presente invenção contem uma fase
aquosa que compreende uma solução de albumina; uma fase
lipofílica compreender um óleo vegetal e pelo agente
adjuvante ser poloxamer. A formulação poderá ainda conter
aditivos, compostos activos, fragâncias, etc.
As formulações descritas na presente invenção poderão ser
usadas em medicina i.e. como medicamento ou como composição
framaçeuticas , ou como cosmético nomeadamente em
composições cosméticas, ou como detergente (sólidos ou
líquidos) .
Numa outra realização, as composições farmacêuticas que
compreendem as formulações micelares descritas na presente
invenção poderão ser ministrada por via tópica, oral,
parental, injectável, nomeadamente para aplicação
intravenosa, subcutânea e intramuscular.
Numa outra realização, as composições cosméticas que
compreendem as formulações micelares descritas na presente
invenção poderão as composições cosméticas anterior
caracterizadas por terem a forma de creme, loção ou gel,
nomeadamente usadas no tratamento de problemas de pele ou
cabelo .
Uma outra realização preferência descreve um método de
preparação das formulações para a formação das micelas
descritas na presente invenção, por serem obtidas a partir
de duas metodologias diferentes, nomeadamente por ultra-
sons ou por um homogeneizador de alta pressão.
Descrição detalhada da invenção
Na presente invenção as micelas são produzidas por
ultrasonif icação ou por homogeneização de alta pressão, de
uma fase aquosa contendo uma proteína ou um péptido natural
ou sintético; uma fase lipofílica esteja compreendida por
um composto hidrofóbico e um agente adjuvante, não sendo
necessário a utilização de agentes de "crosslinking" ou
iniciadores. Desta forma, é possível a formação de micelas
proteicas com um diâmetro reduzido (30 -5000 nm) através de
um único passo de processamento da composição descrita,
eliminando-se passos intermédios como por exemplo a
evaporação de solventes orgânicos utilizados como agentes
de "crosslinking" . Pela aplicação destas técnicas de
elevada energia e pela presença do adjuvante são obtidas
pequenas micelas, onde a proteína se encontra localizada na
interface óleo/água, como uma fina camada de revestimento
de superfície. As micelas proteicas produzidas são ideais
para diversas aplicações que vão desde a indústria
farmacêutica, à cosmética e detergência.
A presente invenção consiste numa nova formulação e
respectivo método de preparação de formação de micelas para
aplicações farmacêuticas, cosméticas e detergência, as
formulações descritas na presente invenção permitem
aumentar o rendimento de formação de micelas superior a 90%
e a eficácia de encapsulamento dos compostos nas micelas
proteicas obtidas por estas formulações é superior a 80%.
De acordo com a presente invenção, esta propõe composições
proteicas para libertação controlada, para aplicações "i
vi o".
0 termo "libertação controlada in vivo" refere-se à
libertação de material biológico ou não biológico a partir
da administração oral, intravenosa, subcutânea,
intramuscular, tópica, etc.
0 termo "composto activo" refere-se agentes farmacêuticos
ativos como os agentes analgésicos, agentes anti-
inf lamatórios , agentes antibióticos, agentes antif úngicos ,
agentes anticancerigenos , entre outros.
0 termo "composto não activo" refere-se por exemplo a
fragrâncias ou óleos essenciais, entre outros.
0 método compreende a obtenção de micelas de proteína, a
partir de uma elevada quantidade de energia. Esta energia
pode ser obtida a partir de o uso de ultra-sons, ou pelo
uso de homogeneizador de alta pressão ou até mesmo a partir
de uma placa de agitação, dependendo se se pretende obter
amostras mais homogéneas e tamanhos mais pequenos ou se
pretende utilizar pequenas concentrações de proteínas.
Qualquer proteína pode formar este tipo de micelas. 0 termo
"proteína" engloba proteínas, péptidos, polipéptidos ,
poliaminoácidos , naturais ou sintéticos.
0 método de preparação envolve duas fases distintas: fase
aquosa e fase lipofílica, recorrendo-se a técnicas de
elevada energia, nomeadamente o ultra-sons e homogeneizador
de alta pressão. Na fase aquosa o solvente poderá ser água
ou qualquer tampão que mais se adeqúe para uma determinada
aplicação, como por exemplo uma solução aquosa de albumina
sérica bovina (BSA) ; albumina sérica humana (HSA) ; fibroína
da seda ou de um polipéptido de acordo com as seguintes
sequências (N-C terminal: péptidos com seis aminoácidos
GAGAGS; GAGAGA; GAGSGS; GSGSGS; GAGAGL; GAGLGL; GLGLGL;
GDGDGD; GAGAGD; GAGDGD; ou péptidos com diferentes
aminoácidos DAAGAAAA; DDAAGAAAA; DDDAAGAAAA; DDDDAAGAAAA;
DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA ; DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA ;
péptidos com vinte e dois aminoácidos
ILLRKLHVPFFPIGFRGRPAAS ILLRKLHVPI IPIGIRGRPAAS ;
ILLRKLHVP PIGWRGRPAAS ILLRKLHVPYYPIGYRGRPAAS ;
ILLRKLHVAHGAIGIRGRPAAS ILLRKLHVCHGCIGIRGRPAAS ; péptidos
com catorze aminoácidos; KRCCPDTCGIKCLD; KRSSPDTSGIKSLD;
KRYYPDTYGIKYLD; KRHHPDTHGIKHLD; KRFFPDTFGIKFLD;
KRLLPDTLGIKLLD . Estes péptidos sintéticos variam na sua
composição, no que se refere ao número e tipo de
aminoácidos, possibilitando controlo do tamanho das
micelas. Os péptidos com maior número de aminoácidos-isto é
a partir de 6 aminoácidos, de preferência a partir de 10
aminoácidos; sendo estes hidrofóbicos, permite a formação
de micelas com tamanho mais reduzido. Esta fase poderá
conter ainda um composto activo, sendo este hidrofilico,
tal como por exemplo o diclofenac.
A fase lipofilica poderá ser qualquer solvente que seja
imiscivel com fase aquosa de modo a formar duas fases
distintas, como por exemplo n-dodecano (solvente orgânico)
ou óleo vegetal ou óleo alimentar, entre outros. Os
compostos activos hidrofóbicos, tais como por exemplo, o
celecoxib, taxol, piroxicam ou compostos não activos como
fragâncias deverão ser adicionados nesta fase.
A adição de um terceiro componente a esta composição,
designado por agente adjuvante, irá influenciar as
propriedades das micelas: o tamanho, polidispersividade e o
seu potencial de superfície. O processo de formação de
micelas é um fenómeno complexo que ainda não foi
completamente esclarecido.
A adição do agente adjuvante é efetuada na fase aquosa à
temperatura ambiente, antes de submeter ao tratamento do
ultra-sons ou do homogeneizador . Como adjuvantes entende-se
o uso de qualquer surfatante ou qualquer polímero que tenha
a capacidade diminuir a tensão superficial e de estabilizar
as micelas. O mecanismo deste agente adjuvante não está
totalmente esclarecido, podemos utilizar com agente
adjuvante um surfactante ou polímero capaz de diminuir a
tensão superficial e de estabilizar as micelas como por
exemplo, o polisorbato 80 (Tween 80); poloxamer 407; o
dodecil sulfato de sódio (SDS) ; o álcool polivinílico (PVA)
ou ácido plurónico (F-68 e o F-127) . Assim, é possível a
obtenção de micelas com tamanhos que variam entre os 30-
5000 nm. Os tamanhos obtidos permite com que estas micelas
sejam compatíveis com diversas vias de administração,
incluindo intravenosa, intradérmica, subcutânea,
transdérmica (por exemplo, tópica) e transmucosa.
No que se refere ao aperfeiçoamento das micelas proteicas,
a variação da fracção do composto hidrofóbico entre 0,1-50%
v/v, que compõe a fase lipofilica, interfere no diâmetro
das micelas, assim como, na estabilidade destas ao longo do
tempo (i.e., menores % maior estabilidade). Com diferentes
concentrações de proteína, bem como diferentes percentagens
de agente adjuvante, as propriedades físico-químicas das
micelas são também influenciadas . O aumento de concentração
de proteína e a diminuição da fracção lipídica leva a uma
redução do tamanho das micelas e a amostras mais homogéneas
e mais estáveis nomeadamente, concentrações superiores a 1
g/L de albumina e fracções lipídicas inferiores a 20%
Opcionalmente, pode ainda ser adicionado um agente
"targeting". Diferentes agentes "targeting" podem ser
adicionados consoante o alvo. O objectivo é permitir o
reconhecimento específico de determinadas células alvo a
serem tratadas, como por exemplo as micelas podem ser
direccionadas para locais de inflamação dado que esses
locais têm macrófagos activados que possuem o receptor de
folato à superfície. Opcionalmente, o agente alvo
"targeting" poderá ser o ácido fólico. O agente de
"targeting" pode encontrar-se ligado à proteína utilizada
para a formação das micelas. Desta forma, uma determinada
razão de uma solução desta proteína ligada ao folato é
adicionada à fase aquosa da composição aquando da
preparação. No presente trabalho, após várias etapas de
optimização determinou-se que a utilização da razão de
1/100 de BSA ligada a folato/BSA permitiu a detecção de
folato à superfície das micelas.
Descrição detalhada
Seguidamente serão apresentados exemplos que não deverão
ser considerados limitativos.
Exemplo 1 - Obtenção de micelas proteicas contendo um
fármaco anti-inf lamatório (Piroxicam) , a partir do método
sonoquimico, para aplicação em queimaduras de pele humana
A proteína usada neste exemplo foi a albumina de sérica
bovina (BSA) . A composição utilizada para a preparação
destas micelas proteicas consiste numa fase aquosa de BSA
com uma concentração de 5 g.L - (87% de fase aquosa), numa
fase lipofílica presente em baixa percentagem (5% de óleo
alimentar) e 8 g/L de agente adjuvante, o álcool
poliviní lico . O fármaco lipofílico usado foi o piroxicam
(3 mM) , sendo este um anti-inf lamatório . A sonda
ultrasónica foi posicionada na interface
(aquosa :lipofílica) aplicando uma amplitude de 40% com uma
temperatura inicial de 10° C , dentro do reactor de vidro,
durante 3 minutos.
Após obtenção das micelas acima referidas, estas foram
sujeitas a uma exaustiva caracterização fisico-quimica . As
micelas foram submetidas à centrifugação e sucessivas
lavagens com o objectivo de as separar da solução mãe de
proteína e do piroxicam que ficou por encapsular. A
capacidade da proteína para formar micelas, foi obtida
através da quantificação de proteína que ficou no
sobrenadante, verif icando-se um rendimento de formação de
micelas superior a 90%. A eficácia de encapsulamento do
piroxicam nas micelas proteicas foi de 80%. A distribuição
de tamanhos foi obtida através da técnica de espectroscopia
de correlação fotónica no equipamento designado Zeta Sizer
NS, apresentando micelas com diâmetros de 280 nm e com uma
polidispersividade de 0.090. A carga superficial destas
micelas foi medida em termos de potencial zeta obtido no
Zeta Sizer NS, apresentando carga negativa (-4 mV) . Estas
micelas foram também analisadas por microscopia electrónica
de varrimento com o objectivo de determinar a morfologia,
apresentando uma forma esférica. Estas micelas evidenciaram
grande estabilidade ao longo de dois meses. Ensaios de
citotoxicidade revelaram que estas micelas proteicas
apresentaram baixa citotoxicidade quando testadas em linhas
celulares humanas (fibroblastos humanos- BJ5ta) .
A aplicação tópica destas micelas contendo o agente anti-
inflamatório, foi efectuada em equivalentes a pele humana
com espessura completa. Provocou-se uma queimadura
aplicando-se em seguida as referidas micelas, verificando-
se que após 6 dias de tratamento houve uma melhor
cicatrização quando comparado com o controlo comercial à
base de colagénio (Suprasorb C ) . Além disso, o custo
monetário deste tipo de formulação obtido com micelas
proteicas é considerado baixo em comparação com o colagénio
que é bastante dispendioso.
Exemplo 2 - Obtenção de micelas proteicas contendo m
fármaco anti-inf lamatório (celecoxib) , a partir do método
por homogeneização de alta pressão, para aplicação
intravenosa em doenças anti-inf lamatórias .
A proteína usada neste exemplo foi a albumina de sérica
bovina (BSA) . A composição utilizada para a preparação
destas micelas proteicas consiste numa fase aquosa de BSA
com uma concentração de 10 g.L _ (99% de fase aquosa), numa
fase lipofílica presente em baixa percentagem (0.5% de óleo
alimentar) e 0.5% de agente adjuvante, o polisorbato 80. A
esta composição pode ainda ser adicionado um agente de
"targeting", ácido fólico (FA) . 0 método de preparação
destas micelas consiste na homogeneização, à temperatura
ambiente, da solução proteica contendo o agente adjuvante
com a fase lipofílica, a qual contem o fármaco lipofílico
dissolvido numa concentração de 20 mg. ml-1 . Esta composição
foi sujeita a 26 ciclos utilizando pressões elevadas nos
dois estágios de pressão presentes no homogeneizador
(Pressão no estágio 1 de aproximadamente 580 bar e Pressão
no estágio 2 de aproximadamente 240 bar) .
Após obtenção das micelas acima referidas, estas foram
sujeitas a uma exaustiva caracterização físico-química . A
distribuição de tamanhos foi obtida através da técnica de
espectroscopia de correlação fotónica no equipamento
designado Zeta Sizer NS, apresentando micelas com diâmetros
de aproximadamente 70 nm e com uma polidispersividade de
aproximadamente 0.2. A carga superficial destas micelas foi
medida em termos de potencial zeta obtido no Zeta Sizer NS,
apresentando carga negativa (aproximadamente -4 mV) . Estas
micelas foram também analisadas por microscopia electrónica
de varrimento com o objectivo de determinar a morfologia,
apresentando uma forma esférica. Estas micelas evidenciaram
grande estabilidade ao longo de cinco meses. Ensaios de
citotoxicidade revelaram que estas micelas proteicas
apresentaram baixa citotoxicidade quando testadas em linhas
celulares humanas (fibroblastos humanos- BJ5ta) . Micelas
preparadas utilizando uma razão de BSA-FA/BSA de 1/100
demonstraram ter capacidade de ser internalizadas com mais
eficiência por células com receptores de ácido fólico,
quando comparadas com micelas sem ácido fólico à
superfície .
Efeito da composição no tamanho
As formulações podem compreender diferentes razões fase
aquosa/ fase lipofílica no homogeneizador , comparamos de
seguida diversas razões
Comparativo dos tamanhos
Análise do da concentração do poloxamer no tamanho
Foram igualmente testadas diferentes concentrações de
proteína, BSA, tendo-se observado que a utilização de
maiores concentrações resultava em micelas menores. Sendo a
concentração de lOg/L escolhida como sendo a concentração a
utilizar na preparação desta composição proteica.
Utilizando esta concentração de proteína e a razão para a
qual foram obtidas micelas de menores tamanhos, 99,5% v/v
solução aquosa de BSA/ 0,5% v/v óleo alimentar procedeu-se
à adição do copolímero, Poloxamer 407. Este copolímero é
adicinado na fase aquosa, tendo sido testadas diferentes
concentrações. A formulação escolhida como sendo a
formulação óptima corresponde à composição proteica
caracterizada por compreender:
• 99,5% da fase aquosa contendo BSA à concentração de
lOg/L
• 0,5% da fase lipidica constituída por óleo alimentar;
• Poloxamer 407 (agente adjuvante) à concentração de
0,l-5g/L encontra-se presente na fase aquosa aquando
da preparação da composição proteica.
Tabela 1: Comparação de tamanhos médios das micelas e
polidispersividade das composições sem Poloxamer 407 e com
duas concentrações deste copolímero.
Internalização em células - efeito da variação do
poloxamer .
As seguintes realizações contem o agente alvo -targeting:
estas composições proteicas podem ainda conter
opcionalmente um agente targeting de reconhecimento de
determinadas células alvo. O agente de targeting utilizado
foi o ácido fólico (FA) . Ensaios de internalização foram
realizados em células de cancro (CACO-2) bem como em
macrófagos activados, células que expressam receptor de
folato .
Tabela 2 : Percentagens de internalização de diferentes
micelas .
Listagem de Peptidos
Tabela 3 - Construção peptidica com seis aminoácidos.
Sequência peptidica (N-C terminal)
SEQ ID NO: 1 - GAGAGS
SEQ ID NO: 2 - GAGAGA
SEQ ID NO: 3 - GAGSGS
SEQ ID NO: 4 - GSGSGS
SEQ ID NO: 5 - GAGAGL
SEQ ID NO: 6 - GAGLGL
SEQ ID NO: 7 - GLGLGL
SEQ ID NO: 8 - GDGDGD
SEQ ID NO: 9 - GAGAGD
SEQ ID NO: 10 - GAGDGD
Tabela 4 - Construção peptídica com diferente número de
aminoácidos
Sequência peptidica (N-C terminal)
SEQ ID NO: 11 - DAAGAAAA
SEQ ID NO: 12 - DDAAGAAAA
SEQ ID NO: 13 - DDDAAGAAAA
SEQ ID NO: 14 - DDDDAAGAAAA
SEQ ID NO: 15 - DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA
SEQ ID NO: 16 - DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA
Tabela 5- Construção peptidica com vinte e dois aminoácidos
Sequência peptidica
(N-C terminal)
SEQ ID NO: 17 - ILLRKLHVPFFPIGFRGRPAAS
SEQ ID NO: 18 - ILLRKLHVPI IPIGIRGRPAAS
SEQ ID NO: 19 - ILLRKLHVP PIGWRGRPAAS
SEQ ID NO: 20 - ILLRKLHVPYYPIGYRGRPAAS
SEQ ID NO: 21 - ILLRKLHVAHGAIGIRGRPAAS
SEQ ID NO: 22 - ILLRKLHVCHGCIGIRGRPAAS
Tabela 6 - Construção peptídica com catorze aminoácidos
Sequência peptidica
(N-C terminal)
SEQ ID NO: 23 - KRCCPDTCGIKCLD
SEQ ID NO: 24 - KRSSPDTSGIKSLD
SEQ ID NO: 25 - KRYYPDTYGIKYLD
SEQ ID NO: 26 - KRHHPDTHGIKHLD
SEQ ID NO: 27 - KRFFPDTFGIKFLD
SEQ ID NO: 28 - KRLLPDTLGIKLLD
Tabela 7 - Poli (amino ácidos)
Poli (amino ácidos)
Poli (Lisina)
Poli (Serina)
Poli (Prolina)
Poli (Alanina)
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A presente invenção não é , naturalmente, de modo algum restrito
às realizações descritas neste documento e uma pessoa com
conhecimentos médios da área poderá prever muitas possibilidades
de modificação da mesma sem se afastar da ideia geral da
invenção, tal como definido nas reivindicações.
As realizações preferenciais acima descritas são obviamente
combináveis entre si. As seguintes reivindicações definem
adicionalmente realizações preferenciais da presente invenção.
REIVINDICAÇÕES
1 . Formulação para a formação de micelas caracterizada
por compreender :
• uma fase aquosa contendo uma proteína ou um péptido
natural ou sintético;
• uma fase lipofílica que compreende um composto
hidrof óbico ;
• um agente adjuvante dissolvido na fase aquosa que
regula o tamanho e estabilidade das micelas;
em que os tamanhos das referidas micelas varia entre 30-
5000 nm, de preferência de 30-100 nm.
2 . Formulação de acordo com a reivindicação 1
caracterizada por
• 50-99, 9 % v/v da fase aquosa a qual contem 0,1-8
g/l de um agente adjuvante dissolvido, de
preferência de 2-6 g/L;
• 0,1-50 % v/v uma fase lipofílica.
3 . Formulação de acordo com as reivindicações
anteriores, caracterizada por a fase aquosa estar
compreendida por uma das seguintes soluções:
• albumina sérica bovina (BSA) ;
• albumina sérica humana (HSA) ;
• fibroína da seda;
• um polipéptido N-C terminal seis aminoácidos SEQ ID
NO: 1 - GAGAGS; GAGAGA; GAGSGS; GSGSGS; GAGAGL;
GAGLGL; GLGLGL; GDGDGD; GAGAGD; GAGDGD;
• ou péptidos com diferentes aminoácidos DAAGAAAA;
DDAAGAAAA; DDDAAGAAAA; DDDDAAGAAAA;
DAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA ;
DDDDAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAA ;
• péptidos com vinte e dois aminoácidos
ILLRKLHVPFFPIGFRGRPAAS; ILLRKLHVPI IPIGIRGRPAAS ;
ILLRKLHVP PIGWRGRPAAS ; ILLRKLHVPYYPIGYRGRPAAS ;
ILLRKLHVAHGAIGIRGRPAAS ; ILLRKLHVCHGCIGIRGRPAAS ;
• péptidos com catorze aminoácidos; KRCCPDTCGIKCLD;
KRSSPDTSGIKSLD; KRYYPDTYGIKYLD; KRHHPDTHGIKHLD;
KRFFPDTFGIKFLD; KRLLPDTLGIKLLD .
. Formulação de acordo com qualquer uma das
reivindicações anteriores caracterizada por
opcionalmente conter um composto ativo hidrofilico.
5 . Formulação de acordo com qualquer uma das
reivindicações anteriores caracterizada por, a fase
lipofilica conter um composto hidrofóbico 0,1-50% v/v
da fase lipofilica.
6 . Formulação de acordo com a reivindicações anteriores
caracterizada por o composto ativo hidrofilico ser
diclonof enac, piroxicam.
7. Formulação de acordo com qualquer uma das
reivindicações anteriores, caracterizada por conter
ainda um agente alvo, de reconhecimento de
determinadas células, na fase aquosa ou fase
lipofilica .
Formulaç ão de acordo com a reivindicação anterior,
caracter izada por opcionalmente o agente targeting ser
ácido fólico .
9 . Formulação de acordo com qualquer uma das
reivindicações anteriores, caracterizada a fase
lipofilica compreender uma das seguintes soluções o n-
dodecano; óleo vegetal ou óleo alimentar.
10. Formulação de acordo com a reivindicação
anterior, caracterizada por a referida fase lipofilica
conter ainda pelo menos um composto ativo hidrofóbico,
selecionado do seguinte grupo taxol, celecoxib,
piroxicam, CORMs .
11. Formulação de acordo com a reivindicação
anterior, caracterizada por a referida fase lipofilica
conter ainda pelo menos um composto seleccionado do
seguinte grupo fragâncias, perfumes, ou óleos
essenciais .
12. Formulação de acordo com qualquer uma das
reivindicações anteriores, caracterizada por o agente
adjuvante ser um surfactante ou um polímero.
13. Formulação de acordo com a reivindicação
anteriores, caracterizada por o agente adjuvante ser
seleccionado do seguinte grupo polisorbato 80;
poloxamer 407; dodecil sulfato de sódio; álcool
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